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  چكيده
 يي ماننـد ها  با نقش كههايي  كه در پروتئيناست ناحيه تشخيصي مولكول (LRR)هاي غني از لوسين      توالي :هدف

يكي از اعـضاي ايـن      اوپتيسين  . شود يافت مي دارند،   RNA و پردازش    DNAاتصال سلول، انتقال علامت، ترميم      
 Dot Blotبا روش  ي اوپتيسين موشي در چشم، قلب، مغز، بيضه، تيروئيد و اپيديديم  mRNAبيان . خانواده است

Hybridization   در تحقيق حاضر بيان اوپتيسين در سطح        . شده است  شناساييmRNA    وسـيله دو     و پروتئين بـه
، بررسـي  )كه در تحقيق ديگري توليد شـده بـود       (پتيسين انساني   بادي مونوكلونال توليد شده عليه پپتيدهاي او       آنتي
  . مطالعه شدبا اين روش ساختار اوپتيسين انساني و موشي. شد

هاي موشي از جمله، كليه، بيضه، كبد، ريه، قلب، مغز، ماهيچه اسـكلتي، طحـال و چـشم جـدا                      بافت :ها مواد و روش  
  . و وسترن بلات بررسي شدRT-PCRهاي   روشترتيب با   و پروتئين بهmRNAبيان اوپتيسين در سطوح . شدد
 ؛شود هاي مطالعه شده به استثناي ريه بيان مي        ي اوپتيسين در همه بافت      mRNA نشان داد كه     PCR بررسي   :نتايج

  .هاي بررسي شده، شناسايي شد ولي پروتئين اوپتيسين در همه بافت
جز نقش شناخته شـده آن در تنظـيم          دهد كه اعمالي به    نشان مي هاي بالغ موش،      بيان پروتئين در بافت    :گيري نتيجه

  .جاجيه براي اين مولكول وجود داردفيبروژنوسيس كلاژن ز
 

 هاي موشي، اوپتيسين  تكرارهاي غني از لوسين، بافت:كليدواژگان
  

   مقدمه-1
 (Leucine-Rich Repeat: LRR)هاي غني از لوسـين   تكرار

وسـيله پـاتي     ن بـار بـه    يك بخـش سـاختاري هـستند كـه اولـي          
(Patthy)  وسـيله كــوب    شناسـايي و سـپس بـه   1987 در سـال
(Kobe)    و ديسنهوفر (Deisenhofer)     معرفـي   1994 در سـال   

  

  

  
ها پـشت سـر هـم بـوده و           ها معمولاً در پروتئين    اين توالي . شد

. هـا رو بـه افـزايش اسـت         هاي حاوي اين تـوالي     تعداد پروتئين 
  ].1[نامند   ميLRRنواده بزرگ ها را خا همين دليل آن به

  هـاي كوچـك غنـي از         هاي برون سلولي داراي تـوالي      پروتئين
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، (Small Leucine-Rich Repeat Proteins: SLRPs)لوسـين  
ها بوده كه اعمال متعددي از جمله تنظـيم          اي از مولكول   خانواده
گيري ماتريكس، اتصال به عوامل رشد و مهار رشد سلول           شكل

ها داراي تعـداد متغيـري از        اين پروتئين ]. 3،  2[ه دارد   را بر عهد  
LLR      با توالي حفظ شده (LXXLXLXXNXL) كه در   است 

،  توانــد يكــي از آمينواســيدهاي، لوســين، ايزولوســين  مــيXآن 
هــا  LRR]. 2[، آســپارژين، سيـستئين يــا ترئـونين باشــد    والـين 

 دو  معمولاً براساس چهار مولكول سيـستئين در انتهـاي آمينـي،          
مولكول سيستئين در انتهـاي كربوكـسيل و تـوالي حفـظ شـده              

LRR  كـلاس   [ها، بـه سـه كـلاس          بين آنI  ديكـورين  :  شـامل
(Decorin)   بيگلايكان ،(Biglycan)     و آسـپورين (Asporin) ؛

، (Fibromodulin: FMOD)فيبرومـودولين  :  شـامل IIكلاس 
ــان  ــان (Lumican)لوميكـ  PRELP، (Keratocan)، كراتوكـ

(Prolin/arginine-rich end leucin-rich repeat protein). 
:  شــــاملIII؛ كــــلاس (Osteoadherin)و اوســــتئوادهرين 

 و (Epiphycan)، اپيفايكــان (Osteoglycin)اوستئوگلايــسين 
اوپتيسين يكي  ]. 5،  4[شود   بندي مي  دسته]  (Opticin)اوپتيسين  

 ـ    است SLRPs خانواده   IIIاز اعضاي كلاس     ي در   كه بـه فراوان
اين پروتئين با دو عضو ديگـر       . زجاجيه چشم انسان وجود دارد    

اين گروه اپيفايكـان و اوستئوگلايـسين در تـوالي آمينواسـيدي            
دهد كه    درصد تشابه را نشان مي     LRR  ،73 (Domain)دومين  

ژن اوپتيـسين   ]. 6،  2 [اسـت بيانگر تشابه توالي اين سه پروتئين       
ــوزوم  ــته 1q31-32روي كروم ــرار داش ــت   ق ــك رونوش    و ي

بـاز    جفـت  996طـول     كيلوبازي از آن در زجاجيه چشم بـه        6/1
 آمينواسيد داشـته    332پروتئين اوپتيسين   ]. 7[شناخته شده است    

 نظيـر اپيفايكـان و      SLRPهاي   و همولوژي بالايي را با پروتئين     
  ].8[دهد  اوستئوگلايسين نشان مي

 (Oculoglycan)اوپتيـــــسين يـــــا اوكولوگلايكتـــــان 
.  كيلودالتـون اسـت    45 تـا    35ئوگلايكاني با وزن مولكولي     پروت

  هـايي بـراي     اين پـروتئين در انتهـاي آمينـي خـود داراي محـل            
O-  كه ظاهراً مختص اين پروتئين بوده و در         استگليكوزيلاسيون 

اين مولكـول   . شود  برون سلولي ديده نمي    LRRهاي   ساير پروتئين 

 را از نظـر طـول     هـاي گونـاگون، تنـوع زيـادي        خـاطر پـردازش    به
دهد ولي   رونوشت و وزن مولكولي، در بافت چشم انسان نشان مي         

 ؛]9،  3[هـا اطلاعـاتي وجـود نـدارد          در مورد عملكرد اين مولكول    
 اين  دهد كه  هاي انسان انجام شده، نشان مي      مطالعاتي كه روي بافت   

 علاوه بر چشم در مغز، غضروف، كبد و پوست نيـز بيـان              مولكول
سـاختار ژن اوپتيـسين در مـوش و انـسان از نظـر       ]. 5،  3[شود   مي

 در يك مجموعه ژني،     1روي كروموزوم   (توالي و محل قرارگيري     
 طـول   ].10[مشابه اسـت    ) PRELP و   FMODكنار دو ژن ديگر     

ــه   ــل ترجم ــه قاب  در (Open Reading Frame: ORF)قطع
. اسـت باز    جفت 986باز و در موش       جفت 999اوپتيسين انسان   

 درصد و از لحاظ آمينواسـيدي       77الي نوكلئوتيدي نيز    از نظر تو  
 اگـزون  7 ژن اوپتيسين موشي داراي    ].10[ درصد تشابه دارند     73

 اوپتيـسين   6 تا   1اگزون  . است اگزون   8و اوپتيسين انساني داراي     
موشي مشابه انسان بـوده ولـي اگـزون انتهـايي كـاملاً متفـاوت             

 نيز 7شته و اگزون     در اوپتيسين موشي وجود ندا     8اگزون  . است
هاي حفـظ شـده در مـرز بـين اينتـرون و              توالي. تر است  طويل
  ].10[د  در هر دو ژن اوپتيسين تشابه داراگزون

ــروتئين  در اســت؛ معمــولاً پروتئوگلايكــان SLRPهــاي  پ
ــالي ــه   ح ــوده و ب ــتثنا ب ــسين اس ــه اوپتي ــره ك ــاي زنجي ــاي  ج ه

ــود دا   ــي خ ــاي آمين ــش انته ــان، در بخ راي گليكوزآمينوگلايك
  سـياليله  O-Linkedهاي اليگوساكاريدي    اي از زنجيره   مجموعه

خـاطر گليكوزيلاسـيون متفـاوت روي ايـن       بـه ]. 12،  11 [است
هاي مولكولي مختلفي از آن شناسايي شده اسـت          پروتئين، وزن 

از خصوصيت ديگر اين پروتئين، اين است كـه بـه كمـك             ]. 2[
وزن . آيـد  هـا بـه شـكل دايمـر در مـي            در محلول  LRRنواحي  

  ].13 [است كيلودالتون 70مولكولي پروتئين دايمر نيز 
ها در بدن هنوز شناخته نشده اسـت         SLRPفعاليت زيستي   

ولــي مــشخص شــده كــه چنــدين عــضو از ايــن خــانواده، بــه 
هاي غني از لوسين متصل شده       هاي كلاژن از طريق توالي     فيبريل

ايـن  ]. 14، 10 [كننـد  ها را تنظيم مي ها و فاصله آن  و قطر فيبريل  
، ديكــورين يــا FMODهــاي  هــاي فاقــد ژن فرضــيه در مــوش

، به اثبات رسيده اسـت      استلوميكان كه از اعضاي اين خانواده       
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  1388 زمستان 4 شماره 12دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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 -هاي كلاژن سبب ايجاد نشانگان الرس  اشكال نامنظم فيبريل].10[
كــه بــا  شــود  مــي (Ehlers-Danlos syndrome)دانلــوس 
  ].15[ها همراهست  دونهاي شديد زانو، ضعف شديد تان بدشكلي

 تنوع زيادي را نـشان      ،هاي متفاوت  توالي اوپتيسين در گونه   
طوري كه در سـطح پـروتئين، اوپتيـسين انـساني بـا               به ؛دهد مي

 درصد تشابه و در سـطح تـوالي ژنـي بـين مـوش و              53جوجه  
  ].4[شود   درصد تشابه ديده مي75انسان 

هـاي   ايي بافـت  اي براي شناس ـ      جايي كه تاكنون مطالعه    از آن 
ن در سطح پروتئين انجام نشده بود، در        يكننده اوپتيس  موشي بيان 

ــد    ــي ش ــوع بررس ــن موض ــر اي ــق حاض ــد  . تحقي ــراي تولي ب
هاي مونوكلونال، از پپتيدهايي استفاده شد كه براسـاس     بادي آنتي

بعدي شناخته شده از پروتئين اوپتيـسين انـساني، در           ساختار سه 
لي پپتيدهاي طراحي شده، تشابه     توا]. 12[معرض محيط هستند    

شناسـايي  . دهد بالايي بين اوپتيسين انساني و موشي را نشان مي        
دهنده تشابه بالاي    ها، نشان  بادي اوپتيسين موشي توسط اين آنتي    

علاوه بـر ايـن،     . بعدي پروتئين در هر دو گونه است       ساختار سه 
 هـاي مونوكلونـال    بـادي  تحقيق حاضر نشان خواهد داد كه آنتي      

 نوع موشي ايـن مولكـول       ،توليد شده علاوه بر اوپتيسين انساني     
  .شناسد را نيز مي

  

  ها  مواد و روش-2
   جداسازي بافت موش-2-1

ــداماز  ــاي  ان ــر  5ه ــوش ن ــراي BALB/c م ــتخراج ب    اس
RNA   در ابتـدا حيوانـات بـا اسـتفاده از كتـامين           .  استفاده شـد 

(Ketamine) )80-100 گزايلازين و   )گرم در هر كيلوگرم     ميلي 
 بيهـوش شـده و پـس از آن          )گرم در هر كيلـوگرم      ميلي 5-10(

  درصد 70 ضد عفوني كردن موضع از اتانل        براي. شدندنخاعي  
هاي كليه، بيضه، كبد، ريه،     با قيچي استريل، از بافت    . استفاده شد 

صـورت جداگانـه     قلب، مغز، ماهيچه اسكلتي، طحال و چشم به       
 حـاوي بـافر سـالين فـسفات         بريده شد و در يك پليت استريل      

(Phosphate Buffered Saline: PBS)پـس از  .  انداخته شد

گرم از بافت بلافاصله در        ميلي 5 سرد،   PBSها با    شستشوي بافت 
 RNA Later (Ambian, Austin, TX, USA) ليتر از يك ميلي

  .ور شد غوطه
  

  ها  از بافتRNA استخراج -2-2
RNA later   ــان برد ــد امك ــا ح ــود ت ــد و  موج ــته ش   اش

 RNA Bee (TEL Test, Friedswood, Tx. USA) ليتر  ميلي1
ــد  ــزوده ش ــپس. اف ــت  س ــتگاه يكنواخ ــك دس ــه كم ــازنده   ب س

(Homogenizer) (Sigma, St: Louis, MO, USA)ها   بافت
خرد شد و باقي مراحل استخراج مطـابق دسـتور كـار شـركت               

ي  موجـود در انتهــا     RNAدر انتهاي كار رسوب     . انجام گرفت 
آب ديـونيزه تيمـار شـده بـا          ميكروليتر   40-30ميكروتيوب در   

DEPC (Diethyl Pyrocarbonate)    حــل شـد وRNA  تـا 
  .گراد قرار گرفت  درجه سانتي-70انجـام مـراحل بعدي در 

 
 و تكثيــر ژن اوپتيــسين بــا cDNA ســنتز -2-3

  RT-PCRروش 
 تام در يك واكـنش    RNA ميكروليتر cDNA  ،10براي سنتز   

  ايــن مخلــوط در دمــاي .  مخلــوط شــدميكروليتــر 20جــم بــا ح
گراد بـراي     درجه سانتي  72 ساعت و    1گراد براي     درجه سانتي  42
  ، cDNAبـراي اطمينـان از درسـتي سـنتز          .  دقيقه انكوبه شـد    10

ــه ــي (Housekeeping)دار  ژن خانـ ــه موشـ ــام  بـ  GAPDHنـ
(Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) بـــا 

ــاي ــصاصي (Primers) آغازگره ــوط ) 1جــدول ( اخت در مخل
   بــا برنامــه PCRآزمــون .  ميكروليتــري تكثيــر شــد25واكــنش 

گراد بـراي     درجه سانتي  60 ثانيه،   30گراد براي     درجه سانتي  95
 چرخه بـا    31 ثانيه براي    60گراد براي     درجه سانتي  72 ثانيه،   30

 Eppendorf Mastercycler)استفاده از دستگاه ترموسـايكلر  

gradiant) (Germany)       بـازي    جفـت  309 انجام شد تا قطعـه
  .تكثير شود

براي تكثير اوپتيسين، يك جفت آغازگر مختص اوپتيـسين         
 NCBI (National Center forموشــي بــه كمــك ســايت 
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Biotechnology Information) ــه  Gene Runner و برنام
 نظير غلظت منيزيم و دماي اتـصال        PCRطراحي شد و شرايط     

جفت آغازگر اختـصاصي اوپتيـسين موشـي        . دشاي آن بهينه    بر
بـازي از رونوشـت       جفـت  569قادر به تكثير قطعـه      ) 1جدول  (

 X10  ،MgCl2 شـامل بـافر      PCRمخلوط اصلي   . اوپتيسين بود 
   و آغـازگر    S، آغـازگر    مـولار  ميلـي  dNTP 10،  مـولار  ميلي 25

AS 10 ــزيم ــودH2O پليمــراز و Taq پيكومــول، آن آزمــون .  ب
PCR    درجـه  60 ثانيـه،  30گراد بـراي     درجه سانتي  94 با برنامه 
 دقيقه در   1گراد براي     درجه سانتي  72 دقيقه،   1گراد براي    يتسان
 چرخه در دستگاه ترموسايكلر انجام شد تا محـصول تكثيـر            36

ــارز  ــده روي ژل آگ ــد  5/1ش ــديوم بروماي ــاوي اتي ــد ح  درص
(Ethidium bromide)  در كنار نشانگر انـدازه (Size marker) 

  .مشاهده شود
  

   و اوپتيسين موشيGAPDH توالي آغازگرهاي ژن 1جدول 
  

GAPDH  S :5  ́GAGCGAGACCCCACTA 3´  
AS :5  ́GGCATGGACTGTGGTCATGA 3´  

S :5  اوپتيسين موشي  ́ATGAAGTTCCTGGCTTTCCTGAGTCT 3´  
AS :5  ́TGGTGAAGTGGCCCACAGGGAGCCG 3´  

  
  هاي مونوكلونال بادي  آنتي-2-4

با توجه بـه مـدل مولكـولي پـروتئين اوپتيـسين، دو تـوالي           
هايي كه در سطح پروتئين قرار داشتند، انتخـاب          پپتيدي از توالي  
بـادي مونوكلونـال     سينا آنتـي   ها در پژوهشگاه ابن    شد تا عليه آن   
بــراي بخـش انتهــاي آمينــي   تـوالي پپتيــدي ]. 11[توليـد شــود  

 آمينواســيد 19ول انــساني بــا طــ) علامــت پــروتئين(اوپتيــسين 
(MRLLAFLSLLALVLQETGT)،   ــا ــادي ب ــباهت زي  ش

 داشت  (MKFLAFLSLLSLVLQKAET)اوپتيسين موشي   
نـام   بـادي بـه    ايـن آنتـي   .  آمينواسيد تفـاوت داشـتند     6و تنها در    

OPTC-N تـوالي پپتيـدي بـراي بخـش انتهـاي          . دشگذاري    نام
 آمينواســيد 12كربوكــسيل پــروتئين اوپتيــسين انــساني بــا طــول 

(CDPEEHKHTRRQ)         در مقايسه با همين توالي در پـروتئين 

 آمينواسـيد   4، تنها در    (CDTGEHRHERRQ)اوپتيسين موشي   
  .گذاري شد  نامOPTC-Cبادي  نام آنتي تفاوت داشت و به

  

  (Western blot) روش وسترن بلات -2-5
هاي مختلف جدا شده از موش، پس از شستـشو دادن            بافت

ليتر بافر    ميلي 1 ميكروتيوب به همراه      سرد، در يك   PBSبا بافر   
 RIPA (Radioimmunoprecipitation assay)ليزكننده سلولي 

(Abcam, Cambridge, UK) درصد مهاركننده پروتئازها 1 و 
(Sigma) ــت ــتگاه يكنواخ ــا دس ــازنده   ب ــرد و (Sigma)س  خ

 سـاعت   1مـدت    سپس براي ليز شدن كامـل بـه       . يكنواخت شد 
پـس از سـانتريفوژ شـدن بـا دور          . تروي ظرف يخ قرار گرف ـ    

ــه 13000 ــه ب ــدت   دور در دقيق ــي  15م ــول روي ــه، محل  دقيق
(Supernatant) هاي موجـود    آوري شد و غلظت پروتئين      جمع

 BCA (Thermo, Pierce, USA)در آن بـا اسـتفاده از كيـت    
  .تعيين شد

 ميكروگـرم روي ژل  60ها بـه ميـزان      يك از بافت   ليزات هر 
 . درصد در شرايط احيا شده الكتروفورز شـد        10آكريل آميد    پلي

ــپس پــروتئين  ــده بــه كاغــذ      س ــاي الكتروفــورز ش  PVDFه
(Polyvinylidene Fluoride)   هـاي   بـادي   منتقل شـد و بـا آنتـي
انكوبـه  ) OPTC-C يا   OPTC-N(مونوكلونال اوليه ضد اوپتيسين     

ــد ــي. ش ــپس آنت ــه  س ــادي ثانوي  HRP-Rabbit anti mouseب
(Horseradish peroxidase))    ــشگاه ــده در پژوه ــد ش تولي

 )PBS-T در   1:1000با رقـت    (بادي اوليه    بر عليه آنتي  ) سينا ابن
 مجـدداً   ودش انكوبه (Shaker) ساعت روي شيكر     5/1مدت   به

 .عمل شستشو انجام گرفت

 ECLلومينـسانس    در نهايت بـا افـزودن سوبـستراي كِمـي         
(Electrochemiluminescence) (GE Health care, Uppsala, Sweden). 

در . شـد ها بررسـي   ، حضور اوپتيسين در نمونه PVDFبه كاغذ   
عنـوان كنتـرل     ها يك نمونه ديگر از ليزات چشم، بـه         كنار نمونه 

شرايط وسترن بلات براي    . دشمنفي با همان غلظت الكتروفورز      
 اين نمونه    با اين تفاوت كه    ها بود  كنترل منفي مشابه ساير نمونه    

  .بادي اوليه قرار نگرفته بود تيدر مجاورت آن
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   نتايج-3
  ها  تهيه شده از بافتcDNA بررسي -3-1

 بـا اســتفاده از ژن  PCRهـاي مناســب بـراي تكثيــر    نمونـه 
GAPDH    آيـد،   حـساب مـي    دار براي موش به     كه يك ژن خانه

 دهنـده   نـشان  GAPDHآميـز ژن     تكثيـر موفقيـت   . انتخاب شـد  
 مربـوط   PCRمحصول  . بود PCR  نمونه براي  هرمناسب بودن   
 VIIIباز بود كه در كنـار نـشانگر           جفت 309طول   به اين ژن، به   

(Roche, Germany)1شكل (شود   مشاهده مي.(  
  

  
  

هـاي    تكثيـر شـده از بافـت       GAPDH اختـصاصي    PCR محصولات   1شكل  
  باز  جفت569طول  باز و اوپتيسين موشي به  جفت309طول  مختلف موش به

  

ين بـا اسـتفاده از روش        تكثير ژن اوپتيـس    -3-2
RT-PCR  

، تكثيــر ژن GAPDHپــس از اطمينــان از تكثيــر قطعــه ژن 
براي  . انجام گرفتPCRها با استفاده از روش  اوپتيسين در نمونه

شناسايي اين ژن، جفت آغازگري طراحي شد كه قـادر بـه تكثيـر      
 PCRسپس محـصول    . بازي از ژن اوپتيسين بود      جفت 569قطعه  

 درصد آگارز   5/1 ميكروليتر، روي ژل     10ه اندازه   براي هر نمونه ب   
 VIIIالكتروفورز شد تا قطعه مورد نظـر در كنـار نـشانگر انـدازه         

(Roche)محصولات  . مشاهده شودPCRجز  دهد كه به  نشان مي
بافـت  . شـود  ها، باند مورد نظر مشاهده مي      بافت ريه در بقيه بافت    

  ).1شكل (دهد  كبد نيز باند ضعيفي را نشان مي
  

 بررسي بيان اوپتيـسين بـا روش وسـترن          -3-3
  هاي مختلف موش بلات در بافت

ــط     ــسين توس ــروتئين اوپتي ــايي پ ــان از شناس ــراي اطمين ب
هاي سنتز شده مطابق بـا دو        هاي مونوكلونال عليه پپتيد    بادي آنتي

توالي موجود در انتهاي آميني و كربوكسيل پـروتئين اوپتيـسين           
ــلات  ــترن ب ــون وس ــساني، آزم ــلول ان ــزات س  SP2/0 روي لي

 كه فاقـد    SP2/0كننده پروتئين نوتركيب اوپتيسين انساني و        بيان
هـا حاصـل تحقيقـي       اين سلول (ژن اوپتيسين بود، انجام گرفت      

كننده ژن اوپتيـسين   سينا بود كه ناقل بيان در پژوهشگاه ابن ديگر
نتيجـه حاصـله نـشان داد كـه     ). ها انتقال يافتـه بـود    به درون آن  

هـاي توليـد شـده، در      بـادي  وبي اين پـروتئين توسـط آنتـي       خ به
نتيجـه حاصـل از     . شـود   كيلودالتوني شناسـايي مـي     45محدوده  

الف و  -2 در شكل    OPTC-Cبادي مونوكلونال    كار بردن آنتي   به
 OPTC-Nبادي مونوكلونـال     كار گرفتن آنتي   نتيجه حاصله از به   

  .ب نشان داده شده است-2در شكل 
  

  
  

 OPTC-N و   )الف( OPTC-Cبادي مونوكلونال    ي واكنش آنتي   بررس 2شكل  
 فاقـد ژن   SP2/0 سـلول    )3،  1چاهـك   ؛  SP2/0هـاي     با ليـزات سـلول     )ب(

كننـده    بيان SP2/0 سلول   )4،  2چاهك  كننده پروتئين نوتركيب اوپتيسين،      بيان
  پروتئين نوتركيب اوپتيسين انساني

  
ــراي ــت ب ــسين در باف ــروتئين اوپتي ــروز پ ــا  بررســي ب   ي ه

هـا پـس از تعيـين غلظـت        مختلف، ليزات تهيـه شـده از بافـت        
  ، بــه ميــزان  BCA (Thermo)پــروتئين بــه كمــك كيــت    

 SDS-PAGE ميكروگــرم در شــرايط احيــا شــده روي ژل 60
(Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). 

 و آشكارسـازي    PVDFپس از انتقال به كاغـذ       . الكتروفورز شد 
 و 26 دو بانـد در محـدوده   OPTC-Cبادي مونوكلونـال   با آنتي 

دهنده غلظت بـالاي     باند سفيد نشان  (د  ش كيلودالتوني آشكار    45
  ).الف-3شكل ) (استپروتئين 

هـاي تهيـه شـده در شـرايط           ميكروگرم از ليزات   60مجدداً  
 الكتروفــورز شـــد و در  SDS-PAGEاحيــا شـــده روي ژل  
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   و همكارانفرد زهرا طهماسبي  Opticinكننده  هاي موشي بيان بافت
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 ـ   مجاورت آنتي   45 و   26 دو بانـد     OPTC-Nال  بـادي مونوكلون
  ).ب-3شكل (د شكيلودالتوني آشكار 

  

  
  

 ميكروگرم از 60هاي مختلف موش؛ مقدار   بررسي بروز اوپتيسين در بافت3شكل 
هاي تهيه شده از موش به هر چاهك اضـافه شـد و بـه كمـك روش                   ليزات بافت 

كار  آش )ب (OPTC-N و   )الف( OPTC-Cبادي مونوكلونال    وسترن بلات با آنتي   
  .بادي مونوكلونال بود كنترل منفي ليزات چشم بدون تأثير آنتي. اند شده

  

   بحث-4
 و همكارانش   (Takanosu)در تحقيقي كه توسط تاكانوسو      

ــت  ــام گرفـ ــه] 13[انجـ ــازي  از روش دورگـ    Dot Blotسـ
(Dot Blot Hybridization) ــوالي ــسين cDNA و ت  اوپتي

ســايي اوپتيــسين  بــراي شنا(GenBank:AJ133790)انــساني 
بـاز از     جفـت  870در اين بررسي طول     . موشي استفاده شده بود   

ژن اوپتيسين انساني به كمك يك جفت آغـازگر تكثيـر شـد و              
نتيجه اين بررسـي نـشان      . شد استفاده   (Probe)عنوان پروب    به

 اوپتيسين در چشم موش بالغ به مقـدار زيـادي           mRNAداد كه   
اي ديگـر نظيـر، قلـب، مغـز،         ه كه در بافت   وجود دارد در حالي   

امـا  . دش ـبيضه، تيروئيد و اپيديـديم علامـت ضـعيفي مـشاهده          
خـاطر بيـان پـايين     مشخص نشد كـه ايـن علامـت ضـعيف بـه      

 سـاير   mRNAكـه واكـنش متقـاطع بـا           يـا ايـن    استاوپتيسين  
  . داردSLRPها يا ساير اعضاي خانواده  مولكول

ي  از چنـدين بافـت موش ـ      mRNAدر تحقيق حاضر ابتـدا      
شامل كليه، بيضه، كبد، ريه، قلب، مغز، ماهيچه اسكلتي، طحال          (

ها، با آغازگرهاي   از آن cDNAجدا شد و پس از تهيه       ) و چشم 
نتيجه نشان داد كـه تنهـا       . اختصاصي اوپتيسين موشي تكثير شد    

هـاي   گيرد و در بافت در بافت ريه تكثير ژن اوپتيسين انجام نمي  

تكثيـر  . شـود  تـري ظـاهر مـي      مغز، طحال و قلب باندهاي قوي     
خاطر حضور ايزوفرمي از     تواند به  نشدن ژن اوپتيسين در ريه مي     

ژن باشد كه توسط آغازگرهاي طراحي شده در اين تحقيق قابل           
طور ضـعيفي اوپتيـسين    شناسايي نيست اما در سطح پروتئيني به 
در ســــايت (شــــود  در بافــــت ريــــه آشــــكار مــــي   

http://www.PubMed.comــر ــساني  دو ايزوف ــسين ان م اوپتي
  ).گزارش شده است

براي بررسي بيـان اوپتيـسين در سـطح پـروتئين، دو پپتيـد              
. هـا توليـد شـود      بادي مونوكلونال بر عليه آن     طراحي شد تا آنتي   

پپتيد طراحي شده براي تشخيص بخش علامت پـروتئين، قـادر           
هـا را تـشخيص دهـد     هاي نابالغ موجود در سلول   است پروتئين 
(OPTC-N) .        پپتيد ديگر مطابق توالي آمينواسيدي در بخشي از

بعـدي   انتهاي كربوكسيل اوپتيسين بوده و با توجه به ساختار سه         
 ايـن تـوالي   11در منبع   (پروتئين، در سطح بيروني آن قرار دارد        

خاطر تشابه بالاي اين دو توالي پپتيـدي در          به).  است  شده تأييد
اي مونوكلونـال ضـد    ه ـ بـادي  اوپتيسين موش و انـسان، از آنتـي       

هاي موشـي    اوپتيسين انساني، براي تشخيص اوپتيسين در بافت      
  .استفاده شد

هاي مونوكلونـال توليـد شـده در          بادي درستي عملكرد آنتي  
كننـده پـروتئين نوتركيـب اوپتيـسين، بـا روش            هاي بيـان   سلول

ــد شــد  وســترن ــلات تأيي ــد درســتي عملكــرد  .  ب پــس از تأيي
هـاي   ا بـراي تـشخيص پـروتئين در بافـت         ه ـ ها، از آن   بادي آنتي

  .موشي استفاده شد
 ميكروگـرم در هـر     60ها با غلظت     ليزات تهيه شده از بافت    

داد كه اين پـروتئين در       نتيجه حاصل نشان    . دشچاهك، بررسي   
 26 و   45 دو بانـد     ،هـاي مختلـف بـا شـدت كـم و زيـاد             بافت

  هـايي بـا وزن مولكـولي        پـروتئين . دهـد  كيلودالتوني را نشان مي   
تواند ايزوفرمي از اوپتيسين يا نوع بريده شده          كيلودالتون مي  26
 به آن اشاره شده     NCBIكه در سايت    ( باشد   (Truncated)آن  

  ).است
در مورد عملكـرد خـاص ايـن پـروتئين اطلاعـات دقيقـي              

تنها در يك بررسـي انجـام شـده روي اوپتيـسين            . وجود ندارد 
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ي، گزارش شده كه به عوامل مختلف رشد متـصل شـده و             انسان
  ].9[در تنظيم رشد و تمايز سلولي دخالت دارد 

 بيـان شـدن پـروتئين اوپتيـسين در          دست آمده  بهبر طبق نتايج    
گونه  همان. استدهنده اهميت اين مولكول      هاي مختلف نشان   بافت

ر  از جمله نقش داشـتن د    SLRPكه اعمال متعدد در مورد خانواده       
   RNA و پـردازش     DNAاتصال سلولي، انتقـال علامـت، تـرميم         

تواند در مورد اوپتيسين نيز كـه         اين اعمال مي   ؛]11[ذكر شده است    
  .، صدق كنداستيكي از اعضاي اين خانواده 

  تشكر و قدرداني-5
اين تحقيق با حمايـت مـالي معاونـت محتـرم تحقيقـات و            

شـكي و نيـز بـا       فناوري وزارت بهداشت، درمـان و آمـوزش پز        
ضـمناً از   . سينا انجـام گرفتـه اسـت       حمايت مالي پژوهشگاه ابن   

هاي نوين علوم پزشكي جهاد      رياست محترم پژوهشگاه فناوري   
سينا تهران و كليه كساني كه ما را در انجام ايـن             ابن -دانشگاهي
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